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Uvod
Detské akutne myeloidné leukémie

Detské akutne leukémie predstavuju heterogénnu skupinu onkologickych
ochoreni. Podl'a bunkového povodu, klinickych prejavov a molekularnych a chromo-
zomalnych zmien sa delia na dva subtypy: akatnu myeloidnd leukémiu a akutnu
lymfoblasticku leukémiu.

Akutna lymfoblasticka leukémia (ALL) predstavuje najcastejSiu formu leukémie
v detskom veku. Akdtna myeloidna leukémia (AML) sa vyskytuje prevazne u dospelych,
u deti je vzéacnejsia. V Ceskej republike na jedného detského pacienta s AML pripadé asi
5 deti s ALL. AML sa vyskytuju prevazne u starSich deti. VVrchol vyskytu detskych ALL
je medzi 1-5 rokom zivota, ¢o je obdobie vyvoja imunity voc¢i najcastej$im virusovym
infekciam.

Uspesnost’ lie¢by detskych akutnych myeloidnych leukémii je v porovnani
s akatnymi lymfoblastickymi leukémiami niZSia avylie¢it' sa dari asi len 40-50%
pacientov (pri ALL je to asi 70-90%) (Creutzig, Reinhardt et al. 2001; Stary, Gajdos et al.
2003).

Pre ¢o najefektivnejSiu liecbu je klucové spravne a presné urCenie diagndzy
akutnej myeloidnej leukémie. K tomu st potrebné spol'ahlivé morfologické, imuno-
logické a cytogenetické vySetrenia kostnej drene a periférnej krvi pacienta v Case
diagnozy. Na podklade nalezu je potom urfeny typ ochorenia a stanoveny lieCebny
postup.

AML sa podla tzv. FAB (franctzko-americko-britskej) Klasifikacie, vycha-
dzajlcej z morfologickych a cytochemickych znakov, deli na 8 podtypov (M0-M7).

V stcasnosti existuji dva modely vzniku leukémie. Prvy predpoklada, Ze inicidlna
mutacia zasahuje bunky v roznych neskorSich Stadidch hematopoézy, ktoré sa po
transformacii d’alej nemenia. Druhy model tvrdi, ze mutacia vznika v pluripotentnej
hematopoetickej kmenovej bunke, ktora sa pod vplyvom posobenia onkogénu diferencuje
na konkrétny typ leukémie. Skuto¢nost’, Ze na vznik ziadnej AML pravdepodobne nestaci

iba jedna mutacia, moze prispievat’ k heterogenite tohoto ochorenia. Spolupdsobenie



mutacie . triedy (udel'ujucej bunke proliferaéni vyhodu) a mutacie II. triedy (zabranuji-
cej diferenciacii) v jednej hematopoetickej bunke ju transformuje na bunku leukemicku
(Dash and Gilliland 2001).

Klinické priznaky leukémie vyplyvaju z infiltracie kostnej drene leukemickymi
blastami a nasledného poklesu normalnej hematopoézy. Choroba sa prejavuje bledostou,
tinavou, horti¢kami, krvacanim do koze a sliznic, bolestami kibov, anorexiou a poklesom
hmotnosti. Pri niektorych typoch sa vyskytuje hyperpléazia gingiv a leukemicka infiltracia
koze. Hlavne v oblasti hlavy sa vzacne mozu vyskytnut’ aj solidne tumory z myeloblastov
— chlorémy. Diagnéza AML sa urcuje z aspiratu kostnej drene, ktory obsahuje viac ako
20-30% blastov.

Klucovy diagnosticky a prognosticky vyznam pri AML méa detekcia
chromozomaélnych aberécii. Za priaznivé prognostické znaky su povaZzované translokécie
t(8;21), t(15;17) alebo t(16;16)/inverzia chromozoému 16 (Raimondi, Chang et al. 1999),
naopak nalezy monozémie chromozému 5 alebo 7, inverzie chromozomu 3, komp-
lexnych translokacii, a vacSiny translokacii génu MLL st spojené s nepriaznivou
prognézou. Okrem uvedenych aberdcii majd nepriaznivd progn6zu aj pacienti
s tandemovou duplikaciou FLT3 génu (FLT3/ITD) (Pui, Schrappe et al. 2004).

V naSej Stadii sme sa zaoberali prenatalnym pévodom prestavieb génu MLL,
aberécii t(8;21), t(15;17) t(16;16)/inv(16) a FLT3/ITD, ktoré sa vyskytuju pri takmer
polovici detskych AML (Raimondi, Chang et al. 1999; Meshinchi, Woods et al. 2001).

Uvedené mutacie suU detailnejSie analyzované v Kkapitole Charakteristika
vySetrovanych markerov. NajcastejSiec chromozomalne aberacic u deti s AML su
v tabul’ke 1.



Tab. 1 Chromozomalne aberacie u deti s AML a korelacia s FAB subtypmi (Pui,
Schrappe et al. 2004)
geneticka korelacia frekvencia
Karyotyp .
aberécia s FAB (%)
£(8;21)(q22;022) AMLI1/ETO '_V|2' _ 12-15
eozinofilia
11923 abnormality MLL prestavby M4, M5 10-15
t(9;11)(p21-22;923) MLL/AF9 M5 6-8
t(15;17)(q22;q12-21) PML/RARAalfa M3, M3v 8-10
Inv16(p13922)/t(16;16)(p13;922) | CBFbeta/MYH11 M4Eo 6-8
t(10;11)(p13;q21) AF10/CALM rézny 2
t(6;9)(p23;034) DEK/CAN M2, bazofilia 1
t(8;16)(p11;p13)/inv(8)(p11q13) | MOZ/CBP/TIF2 M4, M5 1
t(1;22)(p13;q13) RBM15/MKL1 M7 <1
1(3;5)(q25;q34) NPM/MFL1 M2 <1
1(9;22)(q34;q11) BCR/ABL M1 <1
t(11;20)(p15;q11) NUP98/TOP1 - <1
monozomia 7 alebo 7q delécia dysplazia 2
trizomia 8 rozny 2
trizomia 21 M7 2
komplexna translokacia rozny 10-15
normalny rozny 20-25

Etioldgia leukémii

Napriek intenzivnemu vyskumu leukémii ich etiolégia zatial nie je uplne
objasnend. V stcasnosti sa zda najpresvedcCivejsia infek¢éna tedria vzniku leukémii, ktort
ako prvy formuloval v roku 1988 profesor Mel Greaves (Greaves 1988). Jeho model

vysvetl'uje vrchol incidencie detskych ALL vo vekovej skupine 1-5 ro¢nych deti, ktory je



vyrazny najma vo vyspelych krajinach. Vychadza z dvojzasahovej tedrie mechanizmu
leukemogenézy. Prva mutacia vznika pravdepodobne vzdy alebo takmer vzdy prenatélne,
druha je dosledkom patologickej imunitnej odpovede voci beznym detskym infekcidam
spravidla prave v predSkolskom veku. Podl'a profesora Greavesa je pre spravnu funkciu
imunitného systému potrebna jeho spravna stimulacia, ,,nastartovanie” v kojeneckom
veku. Pre dobre fungujicu imunitu v neskorsom veku je tak doélezita expozicia kojencov
a batoliat beZznym infekcidm. Oneskorena expozicia nepripraveného imunitného systému
mdze vyvolat’ patologicku reakciu a spustit’ leukémiu.

Znizeny kontakt s infekénymi agens v tomto veku je vyzna¢nym rysom Kkrajin
s lepSimi socioekonomickymi podmienkami, ¢o moze vysvetlovat' zvySenu incidenciu
detskych leukémii v tychto krajindch (Hrusak, Trka et al. 2002; Greaves 2006). Existuju
viaceré epidemiologické Studie, ktoré nepriamo potvrdzuji Greavsovu infek¢ént tedriu
vzniku leukémie. V tychto pracach bola pozorovand vysSia incidencia pacientov
S leukémiami u deti, ktoré nechodili do kolektivu, v porovnani s detmi vyrastajicimi
v kolektive (Petridou, Kassimos et al. 1993; Infante-Rivard, Fortier et al. 2000; Ma,
Buffler et al. 2002; Perrillat, Clavel et al. 2002; Jourdan-Da Silva, Perel et al. 2004;
Gilham, Peto et al. 2005). Na riziko ALL vplyva aj to, ktoré v poradi sa diet’a narodilo.
Deti, ktoré uz maju starSieho stirodenca alebo surodencov maju vyssiu pravdepodobnost’
kontaktu s beZznymi detskymi infekciami na rozdiel od prvorodenych deti. U deti, ktoré sa
narodili ako prve, bola skuto¢ne zistena vysSia incidencia ALL (Dockerty, Draper et al.
2001).

Mechanizmus leukemogenézy na genetickej Urovni sa v sucasnosti vysvetl'uje
pomocou dvoj- alebo viaczasahového modelu. P6sobenim prvého zasahu, ktory je
relativne Casty, vznikne primarna genetickd zmena (napriklad fizny gén alebo
hyperdiploidia). Tento prvy zasah vSak na vznik leukémie ocividne nestaéi (Greaves
1999). Okrem mysSich modelov (Castilla, Wijmenga et al. 1996; Brown, Kogan et al.
1997; Grisolano, Wesselschmidt et al. 1997; He, Tribioli et al. 1997; Rhoades,
Hetherington et al. 2000; Yuan, Zhou et al. 2001; de Guzman, Warren et al. 2002;
Higuchi, O'Brien et al. 2002; Tsuzuki, Seto et al. 2004) to dokazuju aj Stadie na
pupo¢nikovej krvi zdravych novorodencov. Prace vySetrujuce fuzny géen TEL/AML1

pritomny skoro u Stvrtiny detskych pacientov s ALL detekovali tato translokaciu aj



Vv pupocnikovej krvi 1-3% zdravych novorodencov (Mori, Colman et al. 2002; MadZo,
Muzikova et al. 2003). Frekvencia nalezov fazneho génu je priblizne 100x vysSia nez je
celkovd kumulativna pravdepodobnost, Ze niektoré z postihnutych deti ochorie na
TEL/AMLI pozitivhu leukémiu. Na vznik leukémie je teda potrebna d’alSia mutacia,
ktora vSak je relativne vzacna (Greaves 1999).

Vlastny mechanizmus spustenia leukémie v3ak stale nie je znamy. Zname su len
niektoré faktory, zvySujuce riziko leukémii.

Jedinym doposial’ preukazanym rizikovym faktorom podielajicim sa na vzniku
leukémii je ionizujuce Ziarenie. U Japoncov, ktori prezili v roku 1945 vybuch atdmovej
bomby, bol pozorovany zvySeny vyskyt leukémii (Preston, Kusumi et al. 1994).
Pravdepodobnost’ vzniku leukémii stipa aj u deti, ktorych matky v obdobi tehotenstva
absolvovali radiodiagnostické vySetrenie (Doll and Wakeford 1997).

Objavili sa aj publikacie hovoriace o suvislosti leukémii s elektromagnetickym
Ziarenim. Tieto prace vSak nie su podlozené Ziadnymi biologickymi dokazmi.

Na vzniku niektorych leukémii sa podiel’ajii virusy. Retrovirus HTLV1 (Human
T-cell Leukemia Virus) spdsobuje T-ALL, ktord sa v vyskytuje hlavne u dospelych
v juznom Japonsku a Karibiku (Adedayo, Grell et al. 2003). Virus EBV (Epstein-
Barrovej virus) je povodcom Burkittovho lymfomu. Pritomnost’ EBV virusu bola zistena
aj u pacientov Hodgkinovym lymfémom, T-bunkovym lymfomom a d’al§imi malignymi
ochoreniami (Kawa 2000).

So zvysenym rizikom leukémie su asociované niektoré gentické syndromy.
Pacienti s Downovym syndromom maju vysoku incidenciu AML-M7 (Zipursky, Peeters
et al. 1987). Bloomov syndrém, ataxia—-teleangiektdzia, neurofibromat6za a Schwach-
manov syndrom su d’alSie genetické choroby, pri ktorych je vyskyt leukémie Castejsi
(Khanna 2000; Poppe, Van Limbergen et al. 2001; Kratz, Antonietti et al. 2003; Dror
2005; Ziino, Rondelli et al. 2006). Vsetky su vSak relativne vel'mi vzacne.

Chemickych latok, ktoré su povazované za leukemogénne je mnoho. Prikladom
takychto chemikalii si benzén (hojne vyuzivany napriklad pri vyrobe farbiv, liekov,
plastov a benzinu), chloramfenikol a fenylbutazon (Sidi, Douer et al. 1978; Shu, Gao et al. 1987).

Aky presny vyznam maju jednotlivé rizikove faktory pri vzniku leukémie vsak

nie je doposial jasné.



Zaujimavou skupinou leukémii st sekundarne leukémie. Tieto leukémie vznikaju
ako nasledok terapie primarnej malignity. Jedna vel'ka skupina tychto leukémii vzniké po
lie¢be alkylaénymi cytostatikami s latenciou 5-7 rokov, prejavuje sa zvyc€ajne u starSich
pacientov, a st pre nu charakteristické delécie chromozému 5 a/alebo 7. V druhej velkej
skupine nachadzame aberacie génu MLL iniciované terapiou inhibitormi topoizome-
razy Il. Tato skupina sekundarnych leukémii ma latenciu 1-2 roky a objavuje sa skor

u mladsich pacientov (Dann and Rowe 2001).

Prenatalny povod detskych leukemii

Je zname, Ze niektoré typy detskych leukémii moézu byt iniciované uz pocas
prenatdlneho vyvoja. Prvym nepriamym dbékazom boli konkordantné leukémie
monozygotnych dvojciat. V ich leukemickych bunkdch boli pozorované identické
genetické zmeny. Bola vyslovena hypotéza, Ze leukemické bunky vzniknuté v priebehu
intrauterinného vyvoja u jedného dvojcata sa moédzu Sirit do krvného obehu druhého
dvojcat’a placentarnymi anastomézami (Ford, Pombo-de-Oliveira et al. 1997).

Odpoved’ na kl'ucova otdzku vzniku leukémie pomdhaju zodpovedat’ Studie
skamajuce pritomnost’ (pre-)leukemickych buniek v archivovanom materiale pred nastu-
pom diagnozy leukémie (prehlad vid’ (Greaves 2003)). Prikladom takéhoto materialu su
tzv. Guthrieho karticky. Guthrieho karti¢ky su zaschnuté kvapky krvi odoberané tesne po
narodeni a Standardne sa pouZivaju na novorodenecky screening metabolickych poruch.
V Ceskej republike st uchovavané po dobu 10 rokov. Guthricho karti¢ky sa mozu po
odplaveni inhibitorov PCR priamo pouzit v PCR reakcii, alebo je z nich mozné
extrahovat’ DNA. Z archivovanych karti¢iek nie je mozné ziskat’ pouziteIni mRNA,
preto si metoda backtrackingu z Guthrieho kartiiek vyzaduje najst’ sledovany znak na
DNA drovni.

Priamy dbdkaz prenatalneho poévodu ALL bol podany aZz v roku 1997. Gale et al.
spatne detekovali fuzny gén MLL/AF4 v DNA uchovanej na Guthrieho karti¢kach u
troch deti, ktoré ochoreli vo veku 5, 6 a 24 mesiacov (Gale, Ford et al. 1997). V uvedenej
praci zaroven prvykrat uskutocnili a popisali metodu zpitného sledovania leukémie

s vyuzitim Guthrieho Karti¢iek (tzv. leukaemia backtracking).



Pri tejto metode sa najskor identifikuje klonalny marker pre leukemické bunky na
arovni genomickej DNA u pacientov s leukémiou v ¢ase diagnozy. Nasledne sa vySetruje
pritomnost’ tychto $pecifickych zmien z materialu, ktory bol odobrany kratko po narodeni
— z Guthrieho karticky.

Neskor d’alsi autori pomocou obdobnej metddy dokazali, Ze prenatalny povod je
pomerne casty u deti s ALL charakterizovanou fiznym génom TEL/AMLI
(ETV6/RUNX) (Ford, Bennett et al. 1998; Maia, Ford et al. 2001; Hjalgrim, Madsen et
al. 2002; Greaves, Maia et al. 2003; McHale, Wiemels et al. 2003).

PretoZze leukemické lymfoidné blasty pochadzaju z jednej maligne trans-
formovanej bunky, nesie spravidla cely klon zhodné prestavby génov pre imunoglobuliny
(Ig) areceptory T-buniek (T-cell receptor, TCR). U viac nez 90% detskych pacientov
s ALL je tak mozné tieto klonalne-Specifické prestavby Ig a TCR génov vyuzit’ k detekcii
a ,,backtrackingu* (pre-)leukemickych buniek. ldentické prestavby Ig/TCR genov boli
najdené u dvojciat a troj¢iat s ALL (Ford, Pombo-de-Oliveira et al. 1997; Maia, van der
Velden et al. 2003; Zuna, Muzikova et al. 2003) i v Guthricho kartickach nedvojcacich
pacientov s touto diagnézou (Yagi, Hibi et al. 2000; Fasching, Panzer et al. 2001; Taub,
Konrad et al. 2002).

Zhrnutie dosial’ publikovanych prac vysSetrujucich prenatalny pévod ALL
s vyuzitim Guthrieho karticiek je v tabul'ke 2.

V porovnani s ALL je o prenatdlnom pévode AML podstatne menej informacii.
Hlavnym dévodom je niZSia pocetnost’ AML v detskom veku a predovsetkym fakt, Ze pre
heterogénnejSiu skupinu AML sa tazSie hladaji klondlne Specifické leukemogénne
zmeny sledovatel'né na DNA trovni s dostato¢nou citlivostou. K prestavhdm Ig/TCR
génov dochéadza pri AML relativne vzacne.

Okrem kojeneckych leukémii, pri ktorych je prenatalny pdvod zrejme pravidlom,
bolo popisanych len nickol'ko pripadov monozygotnych dvojciat s konkordantnymi AML
(Richkind, Loew et al. 1998; Greaves, Maia et al. 2003). Leukemické bunky neslce gén
AMLL/ETO boli detekované na Guthricho kartickach piatich z desiatich pacientov
(Wiemels, Xiao et al. 2002) a nedavno boli popisané individualne pripady pozitivneho
nalezu na Guthrieho Kkartickaich u pacientov s faznymi génmi PML/RARalfa,
CBFbeta/MYH11 a MLL/AF10 (Jones, Neat et al. 2003; McHale, Wiemels et al. 2003).
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Zhrnutie dosial’ publikovanych prac vySetrujucich prenatilny poévod AML
s vyuzitim Guthrieho karti¢iek je v tabul'ke 3.

V naSej §tadii sme zistovali pripadnu prenatdlnu pritomnost fuznych génov
PML/RARalfa, CBFbeta/MYH11, AMLI1/ETO, interné tandemové duplikacie FLT3
génu a prestavby génu MLL u nekojeneckych pacientov s AML. Uvedené aberécie
a prestavby st vhodnymi markermi pre tato analyzu, lebo su na DNA urovni klonalne
Specifické a vyskytuju sa takmer v polovici pripadov detskych AML (Richkind, Loew et
al. 1998; Meshinchi, Woods et al. 2001). U pacientov s ALL sme vySetrovali fzny gén
TEL/AML1 a prestavby Ig a TCR génov. Ich vyskyt pri ALL je > 90%.

Tab. 2 Zhrnutie doposial’ publikovanych prac zaoberajucich sa backtrackingom ALL

Vek (mesiace) | Guthrieho karti¢ka | Typ leukémie
Marker: t(4;11) (Gale, Ford et al. 1997)
5 + t(4;11)
6 + t(4;11)
24 + t(4;11)
Marker: t(12;21) (Wiemels, Cazzaniga et al. 1999)
25 + t(12;21)
34 + t(12;21)
39 + t(12;21)
40 - t(12;21)
41 - t(12;21)
42 + t(12;21)
47 - t(12;21)
51 + t(12;21)
61 + t(12;21)
Marker: IgH/TCR (Fasching, Panzer et al. 2001)
6 + t(4;11)
12 + t(4;11)
25 + T-ALL
26 + T-ALL
56 + BCP-ALL
Marker: IgH/TCR (Yagi, Hibi et al. 2000)
0,5 + t(4;11)
2 + t(4;11)
18 - BCP-ALL
24 + BCP-ALL
24 - BCP-ALL
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Tab. 2 Zhrnutie doposial’ publikovanych prac zaoberajucich sa backtrackingom ALL

Vek (mesiace) Guthrieho karti¢ka Typ leukémie
27 + BCP-ALL
108 - BCP-ALL

Marker: IgH (Taub, Konrad et al. 2002)
18 + BCP-ALL
25 + BCP-ALL
27 + BCP-ALL
30 - BCP-ALL
33 + BCP-ALL
34 + BCP-ALL
35 + t(12;21)
42 + BCP-ALL
46 - BCP-ALL
48 - BCP-ALL
48 - BCP-ALL
60 + BCP-ALL
96 + BCP-ALL
108 + BCP-ALL
108 - BCP-ALL
120 + t(4;11)
156 + BCP-ALL

Marker: t(12;21) (Hjalgrim, Madsen et al. 2002)
35 + t(12;21)
39 - t(12;21)
40 + t(12;21)
41 - t(12;21)
47 - t(12;21)
50 - t(12;21)
66 - t(12;21)
68 + t(12;21)
74 - t(12;21)

Marker: t(1;19) (Wiemels, Leonard et al. 2002)
20 - t(1;19)
20 - t(1;19)
27 - t(1;19)
29 - t(1;19)
51 - t(1;19)
61 - t(1;19)
63 + t(1;19)
78 - t(1;19)
81 - t(1;19)
87 - t(1;19)
90 - t(1;19)
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Tab. 2 Zhrnutie doposial’ publikovanych prac zaoberajucich sa backtrackingom ALL

Vek (mesiace) Guthrieho karti¢ka Typ leukémie
98 - t(1;19)
103 + t(1;19)
134 - t(1;19)
149 - t(1;19)
Marker: t(12;21) (McHale, Wiemels et al. 2003)
26 - t(12;21)
27 + t(12;21)
28 - t(12;21)
30 - t(12;21)
33 + t(12;21)
34 + t(12;21)
38 - t(12;21)
42 + t(12;21)
48 + t(12;21)
51 + t(12;21)
55 - t(12;21)
56 - t(12;21)
56 - t(12;21)
80 + t(12;21)

Tab. 3 Zhrnutie doposial’ publikovanych prac zaoberajicich sa backtrackingom AML

Vek (mesiace) | Guthrieho karti¢ka | Typ leukémie
Marker: t(8;21) (Wiemels, Xiao et al. 2002)
42 + t(8;21)
47 + t(8;21)
59 - t(8;21)
62 - t(8;21)
75 + t(8;21)
93 - t(8;21)
103 - t(8;21)
120 - t(8;21)
121 + t(8;21)
146 + t(8;21)
Marker: t(15;17) a inv(16) (McHale, Wiemels et al. 2003)
127 + t(15;17)
neuvedeny - t(15;17)
112 + inv(16)
neuvedeny - inv(16)
Marker: t(10;11) (Jones, Neat et al. 2003)
24 + t(10;11)
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Charakteristika a backtracking sekundarnych leukémii spojenych

s translokaciami génu MLL

Sekundérne leukémie su jednym z najzévaznejSich neskorych nésledkov liecby
nadorovych ochoreni. Objavuju sa napriklad po liecbe rakoviny prsnika, detskych
leukémii a Hodgkinovskych a non-Hodgkinovskych lymfomov (Leone, Mele et al. 1999;
Carli, Sgro et al. 2000; Micallef, Lillington et al. 2000). Ako uZz bolo spomenuté
Vv kapitole o etiologii leukémii, ich vzniku najcastejSie predchddza liecba alkylacnymi
cytostatikami alebo inhibitormi topoizomerazy Il (etopozid, tenipozid, doxorubicin,
daunorubicin) (Dann and Rowe 2001).

Akumulacia zlomov spésobenych inhibiciou topoizomerazy 11 spolu s narusenymi
reparaénymi mechanizmami mdze vyvolat vznik chromozomalnych translokacii MLL
génu. Na rozdiel od de novo MLL asociovanych leukémii, pri ktorych dochadza
k zlomom prevazne v centromerickej oblasti bcr (,,Breakpoint Cluster Region®), pri
sekundarnych leukémiach sa zlomové miesto nachadza v telomerickej oblasti bcr génu
MLL, kde je vdcsina vazobnych miest topoizomerazy 11 (Broeker, Super et al. 1996).

V naSej praci sme sa zaoberali backtrackingom sekundarnej ALL charakteri-
zovane] fuznym génom MLL/FOXO3A. Pri sekundarnych leukémiach nam vicsia
dostupnost’ materialu pred nastupom diagnézy (v porovnani s de-novo ochoreniami, kde
mame k dispozicii spravidla iba Guthrieho karticky) umoznuje lepsie odsledovat’ kinetiku
choroby.

Doteraz boli publikované 4 prace skumajace backtracking sekundarnych
leukémii. Vo vSetkych pripadoch sa jednalo o pacientov so sekundarnou AML, ktori mali
v leukemickych bunkéach prestavbu MLL génu (Megonigal, Cheung et al. 2000; Blanco,
Dervieux et al. 2001; Metzler, Strissel et al. 2004; Ng, Ravetto et al. 2004).

Prvykrat sa sledovanim (pre-)leukemickych buniek vo svojej praci zaoberali
Megonigal et. al, ktori odhalili bunky s translokaciou t(11,17) 12 mesiacov po inicialnej
diagn6ze neuroblastomu. Fuzny gén MLL/GAS7 bol detekovatelny 1,5 mesiaca od
zaciatku lieCby neuroblastomu. Liecba pozostavala z nizkych kumulativnych davok
cyklofosfamidu, doxorubicinu, vinkristinu, etopozidu a cisplatiny (Megonigal, Cheung et
al. 2000).

14



Druha publikacia popisuje pacienta s hyperdiploidnou ALL, u ktorého bola po 23
mesiacoch od zaciatku lieCby primérnej diagnézy diagnostikovand sekundarna AML
charakterizovand translokaciou t(11,19). Fazny gén MLL/ENL bol pritomny v kostnej
dreni uz 6 mesiacov po diagnoéze hyperdiploidnej ALL, ktorej liecba obsahovala aj jednu
davku daunorubicinu a dve davky etopozidu. V periférnej krvi sa MLL/ENL pozitivne
bunky objavili po 16 mesiacoch od zaciatku liecby primarnej malignity (Blanco,
Dervieux et al. 2001).

V tretej publikdcii nemecki autori spatne vySetrovali vzorky kostnej drene od
dvoch pacientov so sekundarnou AML s faznym génom MLL/AF9. U oboch pacientov
bola pévodnéa diagndza ALL z prekurzorov B buniek. Pomocou real-time kvantitativnej
reverzne transkriptazovej PCR (RQ-RT-PCR) bola stanovena pritomnost MLL/AF9
translokacie u prvej pacientky 6 mesiacov pred diagn6zou sekundarnej AML. U druhého
pacienta bol fuzny gén MLL/AF9 zisteny 12 mesiacov pred stanovenim diagndzy
sekundarnej AML (Metzler, Strissel et al. 2004).

V stvrtom ¢lanku Ng et al. detekovali zlom v géne MLL pomocou Southern blotu
3 mesiace pred nastupom diagnozy sekundarnej AML, diagnostikovanej po liecbe hemo-
fagocytarnej lymfohistiocytozy (Ng, Ravetto et al. 2004).

Nedavno bola publikovana zaujimava praca popisujuca pripad pacientky, ktora
mala napriek absencii priznakov leukémie v kostnej dreni pomerne vysoké percento
buniek s prestavbou MLL génu. Vo veku 5 rokov jej bola diagnostikovana AML
s fiznym genom AMLIL/ETO. Pacientka po terapii dosiahla remisiu. AvSak kontrolné
vysetrenie kostnej drene odhalilo po 15 mesiacoch od zaliatku terapie fizny gén
MLL/ARHGEF17. Vzorky kostnej drene boli sledované pocas nasledujicich 30
mesiacov. Pocas tohto obdobia kolisal po¢et MLL/ARHGEF17 pozitivnych buniek medzi
20-50%. Morfologicke vysetrenia vSak neodhalili Ziadne znamky malignity. Autori
analyzovali morfologiu buniek s MLL/ARHGEF17 translokaciou a zistili, Ze je pritomnéa
v roznych bunkach myeloidnej linie. MLL/ARHGEF17 teda vznikla vo vcasnom
myeloidnom progenitore avSak tato translokacia nespdsobila blok v myeloidnej
diferenciacii. Doba sledovania spominanej pacientky bola kratka a autori tejto prace
nevylucuju, Ze uvedena translokacia prispieva k leukemogenéze v spolupraci s d’alSou
mutéciou (Teuffel, Betts et al. 2005).
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Charakteristika vysetrovanych markerov

Tandemova duplikacia génu FLT3

Tandemoveé duplikacie génu FLT3 (FLT3 internal tandem duplication,
FLT3/ITD) su pritomné v priblizne 17% detskych akdtnych myeloidnych leukemii
(Meshinchi, Woods et al. 2001).

Na suvislost’ FLT3/ITD a AML prvykrét poukazali Nakao et al. v roku 1996. U 5
z 30 pacientov s AML pozorovali neoCakavane dlhsi produkt FLT3 génu a sekvenéna
analyza aberantného FLT3 produktu u nich odhalila tandemovu duplikaciu. Duplikécie
génu FLT3 sa u jednotlivych pacientov liili dizkou a poziciou, aviak boli vzdy
v ¢itacom ramci (Nakao, Yokota et al. 1996). Tieto pozorovania potvrdilo mnozstvo
dralsich prac, v ktorych autori zistili u dospelych pacientov s AML podobné vysledky
frekvencie tandemovej duplikacie génu FLT3 (Kottaridis, Gale et al. 2001; Shih, Huang
et al. 2002). Duplikacie FLT3 génu st casté aj u detskych pacientov s AML. Zaujimavé
je, ze sa jedna vo vel'kej miere o starSie deti (Kondo, Horibe et al. 1999; Liang, Shih et al.
2002; Zwaan, Meshinchi et al. 2003). Okrem pacientov s akutnymi myeloidnymi
leukémiami boli FLT3/ITD najdené aj u pacientov s myelodysplastickym syndromom
(MDS) (Yokota, Kiyoi et al. 1997; Yamamoto, Kiyoi et al. 2001; Shih, Lin et al. 2004;
Wang, Lin et al. 2005) a pomerne vzacne u pacientov s akatnymi lymfoblastickymi
leukémiami (Xu, Taki et al. 1999; Yamamoto, Isomura et al. 2006).

Gén FLT3 je lokalizovany na chromozéme 13 v oblasti q12 (Rosnet, Stephenson
et al. 1993), je tvoreny 24 exdénmi (Abu-Duhier, Goodeve et al. 2001) a koduje tyrozin-
kindzovy receptor triedy Ill. Receptory tejto rodiny sO charakterizované piatimi
imunoglubulinovymi doménami, transmembranovou doménou, juxtamembranovou
doménou a dvomi tyrozinkindzovymi doménami. Okrem génu FLT3 patria do tejto
rodiny aj gény FMS, PDGF aKIT (Matthews, Jordan et al. 1991). FLT3 gén je
u zdravych jedincov exprimovany na lymfoidnych a myeloidnych hematopoetickych pro-
genitoroch a ovplyviiuje proliferaciu a diferenciaciu hematopoetickych buniek (Lyman

and Jacobsen 1998).
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Pri tandemovej duplikacii génu FLT3 dochadza ku konstitutivnej aktivacii
tyrozinkindzy FLT3 (obr. 1). To ma za nasledok autonomnu proliferaciu buniek
(Hayakawa, Towatari et al. 2000; Scheijen, Ngo et al. 2004; Chen, Levis et al. 2005)
a blok v diferenciacii (Zheng, Friedman et al. 2004) a apopt6ze (Kim, Baird et al. 2005;
Yang, Liu et al. 2005).

Tandemova duplikécia génu FLT3 je obvykle spajana s nepriaznivou progn6zou
(Kottaridis, Gale et al. 2001; Meshinchi, Woods et al. 2001; Zwaan, Meshinchi et al.
2003; Kang, Hong et al. 2005).

Pomerne casty vyskyt tejto mutdcie predpokladal jej pouzitie na monitorovanie
minimalnej rezidualnej nemoci (MRN) (Schnittger, Schoch et al. 2002). Neskor sa vSak
ukazalo, ze tandemové duplikdcia génu FLT3 nemusi byt stabilnd pocas priebehu
ochorenia a jej vyuZite ako markeru na sledovanie MRN bolo spochybnené (Kottaridis,
Gale et al. 2002; Shih, Huang et al. 2002).

Casty vyskyt FLT3/ITD a nepriaznivd progndza pacientov s touto mutciou
logicky viedla k hl'adaniu inhibitorov patologicky aktivovanej kindzy FLT3. Inhibitory
AG1296 a SU11248 st schopné inhibovat’ rast buniek transformovanych FLT3/ITD (Tse,
Novelli et al. 2001; O'Farrell, Abrams et al. 2003). Nadejny liek u pacientov s AML by
mohol byt tyrozinkinazovy inhibitor CEP-701, selektivne inhibujuci autofosforylaciu
FLT3 (Smith, Levis et al. 2004).

Okrem tandemovej duplikacie génu FLT3 bol pri hematologickych malignitach
pozorovany aj vyskyt missense mutacie D835Y v aktivacnej doméne génu FLT3
vyskytujlcej sa priblizne u 7% pacientov s AML. Pri spominanej mutacii dochadza
v pozicii 835 k zdmene asparaginu za tyrozin. Substiticia Asp835Tyr je najbeznejsia,
boli vSak pozorované aj zriedkavejSie substiticie (Asp835Val, Asp835His, Asp835Glu a
Asp835Asn) (obrazok 1). Podobne ako tandemova duplikacia FLT3, tak aj mutécie
v pozicii D835 spdsobuju ligand-nezavislu konstitutivnu autofosforylaciu (Yamamoto,
Kiyoi et al. 2001).

17



juxtamembranova

domena tandemova

duplikacia

tyrozinkinazova D835Y

doména

11
é

tyrozinkinazovy FLT3
receptor triedy Il mutacie

Obr. 1 Mutéacie génu FLT3

Translokacia AML1/ETO

Fuzny gén AMLI1/ETO (RUNX1/CBFA2T1) sa vyskytuje priblizne u 12%
pacientov s akutnou myeloidnou leukémiou (Raimondi, Chang et al. 1999). V&csinu
tychto pripadov predstavuju akutne myeloidné leukémie typu M2 (Langabeer, Walker et
al. 1997). Pacienti s translokaciou t(8;21)(q22;q22) maju zvy€ajne priazniviu prognozu
(Grimwade, Walker et al. 1998).

Translokacia AML1/ETO je vysledkom spojenia génu AML1 lokalizovaneho na
chromozome 21 s génom ETO leziacim na chromozdéme 8 (Nucifora, Birn et al. 1993).
Gén AML1 (RUNX1, PEBP2AB) kéduje transkripény faktor, ktory spolu s CBFbeta
formuje heterodimericky transkripény faktor CBF (,,core binding factor) reguluci
expresiu velkého mnozstva génov zahrnutych v hematopoéze (Ichikawa, Asai et al. 2004;
Growney, Shigematsu et al. 2005). Gén AMLL1 spolu s génom ETO boli prvykrat
klonované ako casti chromozomov 21 a 8 podielajucich sa na translokacii t(8;21)

(022;922) (Miyoshi, Shimizu et al. 1991).
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Gén AML1 je okrem akutnych myeloidnych leukémii asociovany aj s chromo-
zomalnymi translokaciami pri B-prekurzorovych detskych leukémiach. TEL/AML1 je
najcastejSou nendhodnou chromozomélnou translokdciou pri detskych akttnych
lymfoblastickych leukémiach (ALL) a vyskytuje sa priblizne u 20-25% pacientov s ALL
(Romana, Mauchauffe et al. 1995; Shurtleff, Buijs et al. 1995; Borkhardt, Cazzaniga et
al. 1997; Zuna, Hrusak et al. 1999). Vyznamna je aj abnormalita postihujdca beta
podjednotku transkripéného faktoru CBF. CBFbeta je alternovany v inverzii chromo-
z6ému 16(p13g22) pri akatnej myeloidnej leukémii typu M4Eo (Liu, Tarle et al. 1993).

Gén AML1 obsahuje doménu, ktora je vysoko homoldgna so segmentaénym
génom runt u drozofily (Erickson, Gao et al. 1992; Meyers, Downing et al. 1993) a viaze
sa na DNA sekvenciu TGT/CGGT (Erickson, Gao et al. 1992). Runt doména génu AML1
sa viaze okrem DNA aj na CBFbeta podjednotku CBF (Meyers, Downing et al. 1993).
Pokusy s knock-out mySami potvrdili klI'aicova tlohu génu AMLI pre hematopoézu.
U mysi bez proteinu AML1 bola demonstrovanad absencia hematopoetickych progeni-
torov a mySie embrya v 12 dni umierali s absenciou fetalnej krvotvorby (Okuda, van
Deursen et al. 1996).

Gén ETO obsahuje 4 oblasti ktoré si homologické s génom nervy u drozofily. Do
rodiny génov ETO patria aj gény MTGR1 a MTG16 (Davis, McGhee et al. 2003).
MTG16 gén bol detekovany ako stcast’ fuzneho génu AML1/MTG16, ¢o je pomerne
vzacna translokécia a bola objavena u pacientov so sekundarnou AML a MDS (Gamou,
Kitamura et al. 1998).

Produkt fazneho génu AML1/ETO obsahuje N-terminalnu cast’ proteinu AMLI
s runt doménou a C-terminalnu ¢ast’ proteinu ETO. ETO oblast’ interaguje s korepresormi
N-CoR a mSin3, ktoré sa viazu s histon-deacetylazami triedy 1 (HDACSs) (Lutterbach,
Westendorf et al. 1998; Heibert, Lutterbach et al. 2001). AML1/ETO teda zrejme
prostrednictom interakcie s HDACS reprimuje expresiu genov, ktoré su za fyziologickych
podmienok transaktivované proteinom AML1 (Lutterbach, Westendorf et al. 1998;
Wang, Hoshino et al. 1998).

Fazny gén AMLI1/ETO je schopny imortalizovat’ bunkové linie (Frank, Sun et al.
1999) a zvysit samoobnovovaciu kapacitu hematopoetickych kmenovych buniek

(Mulloy, Cammenga et al. 2002; Mulloy, Cammenga et al. 2003). V kondicionalnych

19



mysSich modeloch s AML1/ETO translokéciou sa vSak leukémia nevyvinula (Rhoades,
Hetherington et al. 2000; Yuan, Zhou et al. 2001; de Guzman, Warren et al. 2002;
Higuchi, O'Brien et al. 2002). Samotny fazny gén AMLL/ETO teda na vznik leukémie
pravdepodobne nestaci. Potvrdzuju to aj Studie u pacientov s t(8;21). Schessl et al.
vySetrovali leukemické bunky u pacientov s AML charakterizovanou fuznym génom
AMLI/ETO na pritomnost’ mutacii v génoch FLT3, KIT a RAS. Dosli k zaujimavému
zisteniu. U skiimanych pacientov pozorovali pomerne Casty vyskyt spominanych aberacii
(Schessl, Rawat et al. 2005). Analyzu mutécii v génoch KIT a FLT3 u pacientov s t(8;21)
nedavno publikovali aj japonski autori (Shimada, Taki et al. 2006). Tieto prace ukazuju,
7ze samotna pritomnost fuzneho génu AMLI/ETO pravdepodobne k malignej

transformacii nestaci.

Fuzny gén CBFbeta/MYH11

CBFbeta/MYH11 pozitivne leukémie tvoria priblizne 6% detskych akutnych
myeloidnych leukémii (Raimondi, Chang et al. 1999).

Ako uZ bolo uvedené v ¢asti o AML1/ETO translokacii, CBFbeta podjednotka
transkripéného faktoru CBF byva porusena pri abnormalitach chromozému 16 (Liu, Tarle
et al. 1993).

CBFbeta/MYHI11, pri ktorom fazuje gén CBFbeta s génom kodujucim tazky
myozinovy retazec, vznika okrem inverzie chromozému 16 v zriedkavejSich pripadoch aj
translokaciou t(16;16)(p13;922). Fuzny gen CBFbeta/MYH11 je spojeny prevazne so
subtypom AML-M4 Eo, charakterizovanym pritomnost'ou atypickych eozinofilov a
relativne dobrou progndézou (Rubnitz and Look 1998). Okrem AML-M4 Eo bola tato
fazia popisana aj u pacientov s AML typu M1, M4, sekundarnou AML a u pacientov
s MDS (Tobal, Johnson et al. 1995; Usuki, Nakatsu et al. 1996). Chimericky protein
CBFbeta/MYH11 pozostdva z N-terminalnej ¢asti CBFbeta fizovanej s C-terminalnou
Castou MYHI11. Pokusy na knock-in mySich modeloch ukazali, Ze u CBFbeta/MYH11
pozitivnych zvierat dochadzalo k poskodeniu definitivnej hematopoézy a hemoragiam.
Mysi umierali eSte v embryondlnom obdobi do 2 tyzdnov. Expresia CBFbeta/MYH11
u nich indukovala predispoziciu k morfologickym priznakom podobnym AML-M4Eo,

avSak samotna translokéacia na vznik AML nestacila (Castilla, Wijmenga et al. 1996).
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Mysi model na Studium biologie CBFbeta/MYH11 pouzila aj skupina americkych
autorov, ktora sa zaujimala o jeho efekt na myelopoézu. Studované transgénne mysi
exprimovali chimericky fazny protein v myeloidnych bunkéch a v ich kostnej dreni bolo
pozorované zvySené mnozstvo abnormalnych nezrelych neutrofilov. Uvedeny chimericky
protein viedol aj k inhibicii diferenciacie neutrofilov (Kogan, Lagasse et al. 1998).

Mechanizmus supresie diferenciacie granulocytov v CBFbeta/MYH11 pozitivnych
bunkach poodhalili vo svojej S$tadii Svajciarski autori. Ich praca uvadza, ze
CBFbeta/MYHI11 tlmi diferenciaciu granulocytov supresiou myeloidného transkripéného
faktora CEBPA (CCAAT/enhancer-binding protein alpha), ktory je kIi¢ovym faktorom
v granulopoéze (Helbling, Mueller et al. 2005).

CBFbeta/MYHI11 ovplyviiuje dominante negativnym mechanizmom funkciu
transkripéného faktora CBF, ktory reguluje expresiu génov Specifickych pre hemato-
poezu. Tento chimericky protein sa viaze na AML1 s vysSou afinitou v porovnani
s nemutovanym proteinom CBFbeta a inaktivuje jeho funkciu (Huang, Shigesada et al.
2004).

Faktorom prispievajucim k leukemogenéze by mohla byt aj redukcia apoptozy.
V mysej bunkovej linii Ba/F3 viedol transfekovany CBFbeta/MYH11 fuzny gén ku zni-
Zeniu expresie p53 génu. V tychto bunkach bola po ozZiareni ionizujucim Ziarenim alebo
po pbsobeni etopozidu pozorovand inhibicia apoptdzy v porovnani s netransfekovanymi
bunkami (Britos-Bray, Ramirez et al. 1998).

Pri CBFbeta/MYHI11 pozitivnych leukémiach méze spolupdsobit’ aj hyper-
metylacia promotoru génu RARA2, ktora sa pri nich pomerne Casto vyskytuje. Utlmenie
prepisu tohto potencialneho tumor-supresorového génu metylaciou bolo popisané aj pri
niektorych solidnych nadoroch (Rethmeier, Aggerholm et al. 2006).

Translokacia PML/RARalfa

Akutna promyelocytarna leukémia (APL, AML-M3) je charakterizovana
klonalnou expanziou malignych myeloidnych prekurzorov zastavenych v Stadiu pro-
myelocytu. Vo vacsine pripadov je v leukemickych promyelocytoch pritomny fazny gén
PML/RARalfa. Tato translokécia je vysledkom fuzie génu PML lokalizovaného na

chromozome 15 a génu RARalfa kddujuceho receptor pre retinovu kyselinu (ATRA)
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(Borrow, Goddard et al. 1990; de The, Chomienne et al. 1990; Alcalay, Zangrilli et al.
1991; Kakizuka, Miller et al. 1991).

Menej Castymi fuznymi partnermi génu RARalfa pri akatnej promyelocytarnej
leukémii st gény PLZF (transkripény faktor s motivom zinkovych prstov) (Chen, Brand
et al. 1993), NuUMA (protein mitotického aparatu) (Wells, Catzavelos et al. 1997),
nukleofozmin (Redner, Rush et al. 1996) a STAT5b (Arnould, Philippe et al. 1999).
PML/RARAalfa pozitivne leukémie tvoria priblizne 6% detskych akutnych myeloidnych
leukémii (Raimondi, Chang et al. 1999).

Gén RARalfa koduje protein, ktory je ¢lenom rodiny jadrovych hormonélnych
receptorov (Mangelsdorf and Evans 1995). Reguluje expresiu mnohych génov uplatiu-
jucich sa v myelopoéze (Chambon 1996). V nepritomnosti kyseliny retinovej sa RARalfa
viaze spolu s RXR receptorom ako heterodimér na Specifické DNA sekvencie ciel'ovych
génov (RARE sekvencie — retinoic acid response elements) a potlaca ich transkripciu
prostrednictvom interakcie s nuklearnymi korepresormi mSin3A a N-CoR a histén
deacetylazovym komplexom (HDAC) (Minucci and Pelicci 1999; Xu, Glass et al. 1999).
Pridanie kyseliny retinovej vedie Kk uvolneniu represorového komplexu a naslednej
asociacii s transkripénymi koaktivatormi vratane histonacetylaz (Lee, Lee et al. 2001).

Gén PML kdduje protein, ktory je v bunkach lokalizovany v tzv. PML jadrovych
telieskach, ktoré sa zcastnuji zdsadnych procesov ako je regulacia bunkového cyklu,
reparacia DNA udrZiavanie stability gendmu, antivirova ochrana bunky a apoptdza.

Na bunku pripada priblizne 10-30 PML jadrovych teliesok (Melnick and Licht
1999), spolu s PML sa v nich vyskytuju aj proteiny BLM, CBP, SUMO-1, p53, NBS1,
TRF1, TRF2, Mdm2 a mnohé d’alsie (Ching, Dellaire et al. 2005). Tumor supresorovy
gén PML mé dblezitd tlohu v kontrole apoptdzy, proliferacie a starnuti buniek (Salomoni
and Pandolfi 2002).

Chimericky protein PML/RARalfa podobne ako nemutovany protein RARalfa
interaguje s korepresorovym komplexom. Korepresorovy komplex spolu s histon-
deacetylazami vSak nedisociuje pri fyziologickych davkach kyseliny retinovej (Grignani,
De Matteis et al. 1998; He, Guidez et al. 1998; Lin, Nagy et al. 1998). Na rozdiel od
nemutovanej formy RARalfa proteinu sa PML/RARalfa fazny protein spaja s DNA
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metyltransferazami, ktoré prispievaju k supresii génovej expresie (Di Croce, Raker et al.
2002).

Vysokd davka all-trans retinovej kyseliny (ATRA) je schopnd zmenit' trans-
kripény represor na transkripény aktivator uvolnenim represorového komplexu a na-
viazanim koaktivatorového komplexu. Pritomnost’ vysokej hladiny retinovej kyseliny
sposobuje aj degradaciu PML/RARalfa proteinu ubiquitin-proteazomovovou drahou.
Zistenie, Ze ATRA indukuje diferenciaciu leukemickych buniek, spdsobilo zasadny obrat
v liecbe APL (Huang, Ye et al. 1988). Tento typ leukémie, ktory sa v minulosti
vyznacoval pomerne vysokou umrtnostou, sa tak stal jednym z najlepsie lieCitelnych
spomedzi vSetkych typov akutnych myeloidnych leukémii (Tallman, Nabhan et al. 2002).

PML/RARalfa fuzny protein (obr. 2) interferuje s normalnou funkciou PML aj
RARalfa (Melnick and Licht 1999). Uvedeny fuzny gén je schopny blokovat dife-
renciaciu v bunkovych liniach. Talianski autori pripravili leukemickd prekurzorovd
myeloidnd liniu s PML/RARalfa faznym génom a v skdmanych bunkach pozorovali
inhibiciu diferenciacie (Grignani, Ferrucci et al. 1993). V mySich modeloch sa zvysila
lymfoproliferdcia u vSetkych PML/RARalfa transgénnych mysi. K plnému rozvinutiu
akutnej leukémie podobnej akttnej promyelocytarnej leukémii u cloveka vSak doslo len
u niektorych mysi po dlhej dobe latencie a je tu teda pravdepodobne nutna d’al$ia gene-
tickd zmena (Brown, Kogan et al. 1997; Grisolano, Wesselschmidt et al. 1997; He,
Tribioli et al. 1997).

Obr. 2 PML/RARalfa fuzny protein
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Prestavby MLL génu

Abnormality MLL (ALL1, HRX, TRX) génu sa vyskytuja pri akutnych
leukémiach deti (Sorensen, Chen et al. 1994; Martinez-Climent, Thirman et al. 1995;
Satake, Maseki et al. 1999) a dospelych (Stock, Thirman et al. 1994; del Mar Bellido and
Nomdedeu 1999; Cox, Panetta et al. 2004), a ¢asté su aj pri sekundarnych leukémiach
nasledujticich po liecbe inhibitormi topoizomerdzy Il (Super, McCabe et al. 1993;
Andersen, Christiansen et al. 2001).

Progn6za MLL asociovanych leukémii je zvycajne zla (Cimino, Rapanotti et al.
1998; Dimartino and Cleary 1999).

MLL gén je lokalizovany v oblasti 11g23. Tento gén pozostava z 36 exdnov
a kéduje obrovsky protein zloZzeny z 3969 aminokyselin o velkosti priblizne 430 kDa.
MLL je homoldgom transkripéného regulatora trithorax u drozofily (Ziemin-van der
Poel, McCabe et al. 1991; Gu, Nakamura et al. 1992; Tkachuk, Kohler et al. 1992)
a podobne ako u drozofily tak aj u ¢loveka je kl'aCovym regulatorom expresie HOX
génov (Yu, Hess et al. 1995; Yu, Hanson et al. 1998). Mysi s poruchou MLL génu maju
zmenenU expresiu HOX génov a trpia vaznymi defektami hematopoézy (Yu, Hess et al.
1995; Hess, Yu et al. 1997; Yagi, Deguchi et al. 1998; Ernst, Fisher et al. 2004).

Od N-konca sa MLL-protein skladd z troch AT vazobnych motivov, domény
homologickej s DNA metyltransferazou, PHD domény s motivom zinkovych prstov
a SET domény. MLL protein je proteolyticky Stiepeny Taspazou-1 do N-terminélneho
320 kDa velkého fragmentu (MLL") a C-terminalneho fragmentu s velkostou 180 kDa
(MLL®) (Hsieh, Ernst et al. 2003; Hsieh, Cheng et al. 2003; Yokoyama, Wang et al.
2004).

V sucasnosti je znamych viac ako 80 ré6znych MLL prestavieb, z ktorych je viac
ako 50 partnerskych lokusov charakterizovanych molekularne. MLL/AF4, MLL/AF9,
MLL/ENL a MLL/AF10 patria medzi najCastejSie translokéacie postihujuice MLL gén.
Napriek rozmanitosti fuznych partnerov si MLL gén v translokaciach zachovéva N-
terminalnu cast’ obsahujicu AT vidzobné motivy a doménu homologicki s metyl-

transferazou (Meyer, Schneider et al. 2006).
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K zlomom v MLL géne dochadza oblasti dlhej 8.3 kb nachadzajucej sa medzi
exonmi 5 a 11, ktora byva oznacovana ako ber (Breakpoint Cluster Region) (Gu, Alder et
al. 1994). K ur¢eniu neznameho fuzneho partnera MLL génu je mozné pouzit metodu
long-distance inverznej PCR, ktora bola popisand nedavno. Tato metéda tak umoziuje
detekovat’” dosial’ nepopisané translokacie uvedeného génu (Meyer, Schneider et al.
2005).

V naSej praci sme vysetrovali prenatalny pbévod u troch pacientov s MLL
translokéaciou (MLL/AF10, MLL/AF9 a MLL/AF6) a robili ,,backtracking* fuzneho génu
MLL/FOXO3A.

AF10 (MLLTI10) gén bol prvykrat popisany ako sucast’ translokacie t(10;11)
(p12;g23), ktora sa vyskytuje prevazne u pacientov s akatnymi myeloidnymi leukémiami.
Tento fizny gén kdéduje protein s velkostou 109 kDa zlozeny z 1027 aminokyselin
a obsahujuci N-termindlnu doménu s motivom zinkovych prstov a C-terminalnu doménu
s motivom leucinového zipu. Spolu s proteinom CEZF u Caenorhabditis elegans
a l'udskym proteinom BR140 patria do spolo¢nej evolu¢ne konzervovanej rodiny pro-
teinov (Chaplin, Ayton et al. 1995).

Translokacia MLL/AF10 spaja N-terminalnu ¢ast MLL génu s C-terminalnou
castou AF10 génu. Tento fazny gén bol schopny transformovat’ mysSie myeloidné
progenitory. K transformaécii bola potrebna doména s motivom leucinového zipu. U mysi,
do ktorych boli transdukované MLL/AF10 pozitivne bunky doslo ku vzniku leukémie po
60-100 diioch latencie. Na uplné rozvinutie leukémie je teda pravdepodobne potrebny
druhy zasah (DiMartino, Ayton et al. 2002).

Nedavno bol popisany pripad pacienta u ktorého boli MLL/AF10 pozitivne bunky
detekované na Guthricho karticke (Jones, Neat et al. 2003).

AF9 (LTG9, MLLT3) gén lokalizovany v oblasti 9p22 je fiznym partnerom MLL
génu v translokacii t(9;11) (lida, Seto et al. 1993). Sekvencia kodujuca 90 C-
termindlnych aminokyselin AF9 proteinu je homologicka so sekvenciou lokalizovanou
v géne ENL, ktory je rovnako ako AF9 gén castym flznym partnerom MLL génu
(Rubnitz, Morrissey et al. 1994).

Stadie s MLL/AF9 knock-in my3ami ukazujl, Ze aj vznik tejto leukémie je

viacstupiiovy proces. Hematopoetické bunky ziskané z fetidlnej pecene tychto mysi
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nemali zvySenu samoobnovovaciu kapacitu. Ta bola zvySend aZz v bunkach ziskanych
z kostnej drene mysi po narodeni (Johnson, Chen et al. 2003).

AF6 (MLLT4) bol podobne ako AF10 prvykrat popisany ako sucast MLL
translokacie. Tento gén je exprimovany v r6znych typoch buniek a kdduje multi-
doménovy protein zloZzeny z 1612 aminokyselin (Prasad, Gu et al. 1993), ktory spaja
membranovo viazané proteiny s aktinovym cytoskeletom (Boettner, Govek et al. 2000).
Vyznam spominaného génu pre vyvoj bol dokazany u AF6 deficientnych mysi. Mysi
umierali embryonalne v 10 dni v désledku poruchy v medzibunkovom kontakte a neuro-
epitelialne bunky mali redukovanu polaritu (Zhadanov, Provance et al. 1999).

Gén FOXO3A (FKHRLZ1) je lokalizovany v oblasti chromozomu 6921 (Hillion,
Le Coniat et al. 1997) a koduje transkripény faktor patriaci do obrovskej rodiny tzv.
Fork-head proteinov.

FOXO proteiny su v odpovedi nabunkovy podnet alebo inzulin priamymi
substratmi protein-kinazy Akt. Po naviazani ligandov na prislusné tyrozinkinazy Akt
kindza fosforyluje transkripéné faktory FOXO. Vysledkom tejto fosforylacie je delo-
kalizdcia FOXO proteinov z jadra do cytoplazmy a ich degradacia
ubiquitin-proteazOmovym systémom.

Pri absencii rastovych faktorov st transkripéné faktory FOXO lokalizované
v jadre a reguluju gény potrebné na zastavenie bunkového cyklu, apoptézu a na rezis-
tenciu voci stresu (Greer and Brunet 2005).

MLL/FOXO3A je vzacna translokacia, doteraz boli popisane len dva pripady.
V oboch sa jednalo o pacientov so sekundarnou AML, ktori boli predtym lieCeni na
Hodgkinovu chorobu (Hillion, Le Coniat et al. 1997; Bernard, Hillion et al. 1998).

U mysi translokéacia MLL/FOXO3A zvySuje samoobnovovaciu kapacitu myeloid-
nych progenitorov. Po niekol’kych mesiacoch od injekcie MLL/FOXO3A pozitivnych
buniek bol u nich pozorovany vznik AML (So and Cleary 2003).
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Ciele

Etioldgia primarnych leukemii - analyza prenatalneho pévodu

e Najst’ klonalny marker pre leukemické bunky u pacientov s ALL a AML starsich

ako 1 rok pri diagndze ochorenia.

e Navrhnut pacient-Specifické primery pre jednotlivé markery a optimalizovat PCR
systémy s dostato¢nou citlivostou, aby bolo mozné zachytit' minimum buniek na

Guthrieho kartickach.

e Vysetrit novorodenecky materidl od pacientov (Guthrieho karticky) a pokusit’ sa

detekovat’ v nom na DNA urovni leukemo-Specifické zmeny.

Etioldgia sekundarnej leukémie

e Najst’ klonalne markery pre leukemické bunky pacientky s primarnou diagnézou

(AML) a naslednou diagnézou sekundarnej leukémie (ALL).

e Analyzovat vzorky v réznych casovych bodoch pred nastupom diagnozy
sekundarnej leukémie na pritomnost’ jednotlivych markerov a odhalit’ dynamiku

a postupnost’ udalosti pred diagndzou sekundarnej leukémie.
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Metodika

Jednotlivé metddy pouZivané v laboratornej praci i pri ziskavani a analyze dat sd
podrobne popisané i s prislusnymi odkazmi v priloZenych publikaciach.

Pacienti a kontroly

VysSetrili sme vzorky kostnej drene odobrané pri diagndze/relapse ochorenia u 13
pacientov s diagn6zou AML a u 12 pacientov s diagnézou ALL. Nasledne sme
analyzovali Guthrieho karticky prislusnych deti po ziskani informovaného suhlasu od
rodi¢ov. Ku kazdej Guthrieho karticke pacienta s akitnou leukémiou bola ako negativna
kontrola vySetrend aj karticka rovnako staré¢ho dietata skladovana v rovnakych
podmienkach.

U pacientky so sekundérnou leukémiou sme hladali markery Specifické pre
leukemické bunky vo vzorkach kostnej drene v Case primarnej diagnozy aj sekundarnej
ALL.

VSetky deti, sktorych vzorkami sme v naSich Stadidch pracovali, boli
diagnostikované a lie¢ené v centrach Pracovnej skupiny pre detsk(i hematologiu Ceskej
republiky (CPH). Pre dilu¢né experimenty sme pouzili ako negativnu kontrolu

mononuklearne bunky z periférnej krvi zdravych darcov.

Izolacia DNA

DNA z buniek pacientov a darcov bola izolovand pomocou kitu QlAamp DNA
Blood Mini Kit (Qiagen, GmbH, Hilden, Germany). Izolacia vysokomolekularnej DNA
potrebnej pre amplifikaciu dlhych fragmentov bola uskuto¢nena vysol'ovacou metdodou
podla Millera (Miller, Dykes et al. 1988). DNA z buniek z krvnych naterov bola
izolovana QlAamp DNA Blood Micro Kit (Qiagen, GmbH, Hilden, Germany).
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Ciele pre molekularne-geneticku analyzu

Detekcia prestavieb sa uskuto¢nila pomocou PCR. K screeningu prestavieb Ig
a TCR génov v diagnostickom materidle bolo pouZzitych 18 réznych PCR systémov
(Pongers-Willemse, Seriu et al. 1999).

V pripade pozitivity screeningu na Ig/TCR prestavby bola ur¢ena klonalita PCR
produktov pomocou heteroduplexovej analyzy v polyakrylamidovom géle (Goulden,
Bader et al. 2003).

Pritomnost’” FLT3/ITD sme zistili pomocou polymerazovej retazovej reakcie
(PCR) s pouzitim primerov 11F (5- GCA ATT TAG GTA TGA AAG CCA GC-3)
al2R (5-CTT TCAGCATTT TGA GGG CAA CC -3") (Kiyoi, Naoe et al. 1999). PCR
produkty boli separované v 2% agarézovom gele, vyrezané a purifikované pomocou
Qiagen gel extraction kitu (QIAGEN, Hilden, Germany) a sekvenované. Zlomoveé
intrénové miesta faznych génov PML/RARalfa a CBFbeta/MYH11 sme detekovali
pomocou ,,long-distance PCR* (LD-PCR). Na amplifikaciu fazneho génu PML/RARalfa
sme pouZzili 9 primerov a na flziu CBFbeta/MYH11 sedem primerov rozmiestnenych v
intronoch zacastnenych génov (McHale, Wiemels et al. 2003). Na vyhladanie intrénovej
fazie AML1/ETO génu sme pouzili 18 reakcii multiplex LD-PCR. V 18 reakciach boli
pouZzité vzdy 2 zo 4 AML primerov v kombinacii s jednym z deviatich ETO primerov
(Wiemels, Xiao et al. 2002). K identifikacii genomickej fazie TEL/AML1 sme pouZili
pre kazdého pacienta 30 reakcii. Primery TEL6B alebo TEL8B boli pouzité v kombinacii
s jednym z 15 primerov umiestnenych v géne AML (Maia, Ford et al. 2001).

Na stanovenie fuzneho partnera génu MLL a zlomového miesta bola pouZita
inverzna LD-PCR (Meyer, Schneider et al. 2005). DNA bola sekvenovana pomocou
kapilarnej elektroforézy ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer a BigDye™ Primer v.3.0.
Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA). Ziskané sekvencie boli
analyzovne s pouzitim software Chromas 1.5 (TECHNELYSIUM, Queensland,
Australia). Identifikdcia FLT3/ITD a fuznych génov bola vykonand pomocou software
BLAST.
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PCR

DNA z Guthrieho karti¢iek sme izolovali pomocou kitov QIAamp DNA Blood
Micro Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany) alebo INSTAGENE™ DRY BLOOD Kit
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA). V niektorych pripadoch boli Guthrieho karti¢ky dvakrat
premyté vodou aby sa odplavili inhibitory PCR (Kempski, Mensa-Bonsu et al. 2003),
vysuSené, a ndsledne priamo pouzit¢ v PCR reakcii. S Guthrieho kartiCkami sme
pracovali v samostatnej miestnosti, aby sme minimalizovali riziko kontaminacie.

Po najdeni genomickych fazii genov PML/RARalfa, CBFbeta/MYH11,
AMLI1/ETO, TEL/AML1 a MLL prestavieb sme navrhli pacient-Specifické primery tak,
aby lezali v blizkosti zlomového miesta. Na navrh primerov bol pouZity software
VECTOR NTI (INFORMAX, Bethesda, MD, USA). Klonalne S3pecifické primery
prestavieb Ig/TCR génov boli navrhnuté v ich Specifickom N uUseku (V-N-D, D-N-J, V-
N-J alebo V-N-Kde). Primery pre detekciu FLT3/ITD boli navrhnuté tak, aby amplifi-
kovali len DNA s duplikaciou.

Na vsetkych kartiC¢kach bola uspesne vykonana amplifikacia kontrolného génu pre
beta-globin. MLL/FOXO3A a DH1/JH prestavby sme stanovovali kvantitativne pomocou
RQ-PCR. Ostatné markery sme analyzovali pomocou dvojkolovej PCR.

U vsetkych pacientov boli pre kazdy marker uskuto¢nené dilu¢né experimenty,
v ktorych bola DNA ziskana z buniek pacienta nariedend do DNA z buniek periférnej
krvi zdravych darcov.

Kazdy PCR systém bol optimalizovany pomocou teplotne gradientovej PCR,

roznych koncentrécii horc¢ika, pripadne roznych koncentracii primerov.
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FISH

Na detekciu prestavby MLL génu pomocou FISH metddy bola pouZzitd sonda LSI
MLL Spectrum Orange, ktora Specificky hybridizuje so sekvenciami MLL génu v oblasti

11923, a referen¢nd sonda LSI MLL Spectrum Green.

SNP array

Vysetrenie SNP array bolo prevedené Dr. Lyndal Kearney v laboratoériu Institute

of Cancer Research v Londyne.
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Vysledky
Vysledky st podrobne popisané v priloZzenych publikaciach.
Etioldgia primarnych leukemii - analyza prenatalneho pévodu

Vysledky naSej analyzy Guthrieho karti¢iek a charakteristiky vySetrovanych
pacientov su zhrnuté v tabul’ke 4 (ALL pacienti) a v tabul’ke 5 (AML pacienti). V naSom
subore 12 ALL pacientov sa podarilo pomocou heteroduplexovej analyzy najst 15
Ig/TCR prestavieb. Traja pacienti boli nositeI'mi hybridného génu TEL/AMLI. Pre
jednotlivé prestavby sme navrhli klonalne S3pecifické primery. Pre TEL/AML1
pozitivnych pacientov boli navrhnuté primery na detekciu fuzneho génu TEL/AML1 na
DNA drovni. U jedného pacienta sme analyzovali Guthrieho kartiCku na Ig/TCR
prestavby aj translokaciu TEL/AMLL. U pacientov s AML sme pouZili ako klo-nalne
markery pre leukemické bunky zlomy fuznych génov AML1/ETO, PML/RAREalfa,
CBFbeta/MYH11, MLL/AF6, MLL/AF9 a MLL/AF10 a/alebo FLT3/ITD.

Do nasho suboru vhodného na analyzu prenatalneho pévodu sme v prvej etape
zahrnuli celkom 26 pacientov s diagnézou akutnej myeloidnej leukémie (AML). Z
archivu sa nam nasledne podarilo ziskat'" 17 Guthricho karti¢iek ¢o predstavuje 2/3
pdvodného suboru.

Uspesnost’ hl'adania zlomovych miest na DNA trovni bola velmi vysoka, ale nie
stopercentnd. Je potrebné sa zmienit, Ze zatial Co zlomy CBFbeta/MYHII,
PML/RARalfa a MLL prestavby sme identifikovali vSetky, zo Siestich analyzovanych
pacientov s AMLI/ETO flznym génom sa nam uspesne podarilo analyzovat’ len dvoch.
Aj ked su ,,zlomové* introny genov AML1 a ETO relativne dlhé (asi 25 respektive 45
kb), vysvetlenie hladame skbr v nizSom zastUpeni malignych blastov a horSej kvalite
DNA v diagnostickych vzorkach tychto pacientov lebo napriklad fuzia génu TEL/AML1
s eSte dlhSimi intronmi (az 100 kb) sa ndm darila amplifikovat’ Gspes$ne. Analyza tychto
pacientov s AML1/ETO sa nésledne nepodarila ani kolegom v laboratoriu prof.
Wiemelsa v Californii, kde s hl'adanim intronovych fazi u tohto génu maju vo svete

najvacsie skusenosti.
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Kazdy PCR systém bol optimalizovany pomocou teplotne gradientovej PCR,
roznych koncentracii horcika, pripadne réznych koncentracii primerov. Citlivost’ naSich
analyz bola >=10 (teda 1 bunka z diagnostickej vzorky vo >=10 000 inych bunkach)
okrem dvoch pacientov (AML13 a AMLS8), ktori mali nizke percento blastov
v diagnostickej vzorke (5,2 a 30% blastov). U tychto pacientov bola citlivost’ niektorych
experimentov (10/24) len 1073. Amplifikacia kontrolného génu (beta-globin) bola tspesna
zo vsetkych Guthrieho karticiek.

U troch pacientov s diagnézou ALL (25% vySetrovanych) sme markery
leukemickych buniek detekované v diagnostickom materiale zistili aj na Guthrieho
kartickach. Prvy pacient s prestavbami TCR-delta \Vd2/Dd3 a IgH VH3/JH5 mal obidve
prestavby pritomné aj na Guthrieho karti¢kach. Druhy pacient s Ig-kapa Vk1/Kde a TCR-
gama Vgl/Jgl.3-2.3 mal v novorodeneckom materiale detekovand len druht prestavbu. U
treticho pacienta s fuznym génom TEL/AML1 v ¢ase diagnézy ALL sme tato
translokaciu zistili aj na Guthricho karticke. Celkovo sme v naSej praci potvrdili
prenatalny pévod u 25% pacientov s ALL. U pacientov s AML sme v8ak na Guthrieho
kartickach (pre-) leukemické bunky neslce niektor( z hladanych aberacii nenasli ani

v jednom pripade.
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Tab. 4 Charakteristika ALL pacientov a vysledky analyzy Guthrieho karti¢iek

Pacient| Typ prestavby Citlivost’ | % blastov pri Vek pri Guthrieho
detekcie diagnoze diagnoze karti¢ka

1. Vd2 10" neuréeny 3 roky negativna
VH3 107 negativna

2. VH3 10" 50% 3 roky negativna
TEL/AML1 10°-107 negativna

3. Vgl 10” >55% 4 roky pozitivna
VKIA 10" negativna

4. Vd2 107 neuréeny 4 roky pozitivna
VH3 10" pozitivha

5. VH3 107 70% 4 roky negativna
6. VH3 10" 84% 2 roky negativna
VH1 107 negativna

7. VH1 10” 83% 3 roky negativna
8. VH3 10" 79% 3 roky negativna
9. VH3 10" 89% 2 roky negativna
VH4 107 negativna

10. Vgl 10" >30% 4 roky negativna
11. TEL/AML1 10107 80% 6 rokov negativna
12. TEL/AML1 10° 77% 4 roky pozitivha

Tab. 5 Charakteristika AML pacientov a vysledky analyzy Guthrieho karti¢iek

Pacient| Typ prestavby | Citlivost’ | % blastov pri Vek pri Guthrieho
detekcie diagnoze diagndze karti¢ka

1. FLT3/ITD 107 87% 2 roky negativna
2. FLT3/ITD 107 70% 9 rokov negativna

PML/RARalfa | 10°-107 negativna
3. PML/RARalfa | 107-107 >80% 14 rokov negativna
4. PML/RARAalfa 10" 55% 8 rokov negativna
5. PML/RARalfa | 10°-107 64% 7 rokov negativna
6. CBFbeta/MYH11| 107-10” 82% 5 rokov negativna
7. CBFbeta/MYH11 10" 70% 6 rokov negativna
8. CBFbeta/MYH11| 107°-10" 30% 4 roky negativna
9. MLL/AF6 10°-107 73% 1 rok negativna
10. MLL/AF9 107-10° 70% 2 roky negativna
11. MLL/AF10 10" 78% 5 rokov negativna
12. AMLI1/ETO 10°-10” 40% 10 rokov negativna
13. AMLI/ETO 107°-10" 5,2% 14 rokov negativna
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Etioldgia sekundarnej leukémie

Sledovali sme dynamiku vzniku sekundarnej leukémie u pacientky
diagnostikovanej vo veku 15 rokov na AML-M3 s faznym génom PML/RARalfa a
duplikaciou génu FLT3 (FLT3/ITD). Pacientka bola liecend podla protokolu AML-
BFM98. Po 2,5 roku u nej bola diagnostikovana sekundarna ALL (SALL) z
B-prekurzorov. Na rozdiel od pdvodnej AML bola pri diagnéze sALL pritomna
nekompletna prestavba tazkého retazca imunoglobulinu (DHI1/JH) a translokacia
t(6;11)(g21;923) s fuznym génom MLL/FOXO3A.

Pre kazdy marker reprezentujici leukemické blasty AML-M3 (PML/RARalfa,
FLT3/ITD) asekundarnu ALL (MLL/FOXO3A, DH1/JH prestavby) sme navrhli
Specifické primery. Kazdy PCR systém bol pred analyzou archivovaného materialu
v priebehu terapie AML-M3 optimalizovany pomocou teplotne gradientovej PCR,
roznych koncentrécii horc¢ika, pripadne roznych koncentracii primerov.

Nasli sme intrénova fuziu génov MLL a FOXO3A a optimalizovali PCR na
pacient-Specifickl kvantitativnu detekciu MLL/FOXO3A a DH1/JH prestavieb na DNA
Grovni s citlivostou 107,

Analyza archivovaného materialu odobraného pred diagnézou sALL ukéazala, Ze
zatial ¢o DHI1/JH prestavba (marker leukemického klonu) bola detekovatelna az
v diagnostickej vzorke, a v poslednom predchadzajicom odbere (10 mesiacov pred
SALL) bola negativna, fuzia MLL/FOXO3A sa objavila uz 20 mesiacov pred sALL.
Pocet buniek s MLL prestavbou 20 mesiacov pred sALL bol necakane vysoky — v 4 po
sebe iducich odberoch 20-10 mesiacov pred SALL sa pohyboval medzi 10-75% vSetkych
jadrovych buniek drene (obr. 3). Pri zretel'nej supresii B rady (CD19+ bunky < 1%) bola
prestavba nutne pritomna aj v inych nez lymfoidnych bunkach, ¢o potvrdila aj metdda
interfaznej fluorescenénej hybridizacie in situ - I-FISH (~90% interfaznych buniek drene
s MLL prestavbou) (obr. 4). VySetrenie SNPs (single nucleotide polymorphism) a metoda
FISH (obr. 5) ukazali, Ze medzi leukemickym a preleukemickym Stadiom doSlo

k amplifikacii asi 10Mb Gseku na konci 19q.
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Obr. 3 Analyza archivovanych vzoriek pocas terapie AML pred nastupom ALL
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A B

Obr. 4 MLL prestavba v lymfoidnom (A) a myeloidnom (B) progenitore 16 mesiacov
pred diagndzou sekundarnej ALL

Obr.5 Sucasna pritomnost” MLL prestavby (Cerveno-zelend sonda) a amplifikacie 19q
(fialovo znac¢ena sonda) v blaste sekundarnej ALL.
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Diskusia

Etioldgia primarnych leukemii - analyza prenatalneho pévodu

V naSom subore sme vySetrovali Guthrieho karticky 25 pacientov, ktori boli
V neskorSom veku lieCeni na akutnu leukémiu. Vysledky analyzy prenatdlneho pévodu
pacientov s ALL sa zhoduju s vysledkami predchadzajdcich Studii venujlcich sa
backtrackingu ALL. V naSom stbore 12 deti s ALL sa podarilo najst’ $pecificky klonalny
marker leukemickych buniek u 3 z 12 ALL pacientov (25%).

V porovnani s ALL, ktorych in utero povod bol potvrdeny v niekol’kych desiat-
kach pripadov, je o prenatadlnom pdvode nekojeneckych AML informéacii omnoho menej.
Presved¢ivy dokaz o prenatilnom povode bol podany iba u AML s translokéciou
AMLIL/ETO - u piatich deti z desiatich pacientov bol fuzny gén pritomny na Guthrieho
karticke (Wiemels, Xiao et al. 2002). In utero pdvod u inych subtypov detskych
myeloidnych leukémii bol vySetrovany len vynimocne. Doposial’ bola popisana jedna
Guthrieho karticka CBFbeta/MYH11 pozitivna, jedna PML/RARalfa pozitivna a jedna
MLL/AF10 pozitivna (Jones, Neat et al. 2003; McHale, Wiemels et al. 2003).

Dovodov, preco su informacie o etiologii detskych AML v porovnani s ALL
pomerne vzacne, je niekol'ko. NajdolezitejSiu tlohu hraju asi fakty, ze incidencia AML je
u deti cca 5-krat niZSia, a neexistuje univerzalny senzitivny marker pre sledovanie malig-
nych buniek, akym su prestavby 1g/TCR génov u ALL.

Nam sa v nasej Studii podarilo ziskat' a vySetrit Guthricho karticky 13 deti
s diagn6zou AML, u ktorych sme nasli dostato¢ne citlivy pacient-Specificky ciel’ na de-
tekciu (pre-)leukemickych buniek. Skamali sme prenatalny pévod 6 réznych fuznych
génov a tandemovej duplikdcie génu FLT3. Tandemové duplikacie génu FLT3 na
Guthricho kartickach zatial’ okrem naSej Sttdie neboli nikdy skimané. V naSej praci sme
skamali tri rézne fazne gény obsahujuce gén MLL (MLL/AF6, MLL/AF9 a MLL/AF10).
MLL prestavby s Uzko spojené s vrodenymi a kojeneckymi leukémiami. U starSich deti
st menej obvyklé a dosial boli popisané len tri pripady nekojeneckej leukémie
s prekazanym prenatalnym pévodom — case report MLL/AF10 pozitivnej AML spome-
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nuty vyssSie (Jones, Neat et al. 2003) a dvaja MLL/AF pozitivni pacienti s ALL diag-
nostikovanou vo veku 2, respektive 6 rokov (Gale, Ford et al. 1997; Maia, Koechling et
al. 2004). Najmladsi z naSich MLL-pozitivnych pacientov (AML9 s faznym génom
MLL/AF6) mal pri diagnéze 18 mesiacov.

Velkost' (pre-)leukemického klonu moéze pri analyze Guthricho karti¢iek hrat
zasadnu ulohu. Na jednej Skvrne sa nachadza asi len 30 000 buniek a kvalita DNA byva
rozna (zavisi na dizke a podmienkach skladovania). Ztohto ddvodu sme pacient-
Specifické primery pre prvé kolo PCR navrhovali tak, aby bola maximalna dizka
amplikonu 150-200 parov bazi, ¢o umoznuje amplifikaciu i vel'mi fragmentovanej DNA.
Pozadovana citlivost detekcie (>= 10™) bola dosiahnutd u 12/14 cielov. Zostavajuci
dvaja pacienti (AML8 a AML13) mali pozitivne len niektoré replikaty riedenia 10 a
senzitivita detekcie u nich teda bola stanovena na 10°-10. Obaja tito pacienti viak mali
vo vzorke z diagnézy ochorenia, ktory sl0Zi v diluénych experimentoch ako riedenie 10°,
vel'mi nizky pocet blastov v kostnej dreni a dosiahnuta citlivost’ je teda vlastne rovna
detekcii 3 pozitivnych buniek v 10“-107, respektive 5 pozitivnych buniek v 10°-10®
buniek. Nasa metoda teda umoznila u vSetkych pacientov detekovat’ (pre-)leukemicke
bunky na Guthrieho kartickach za predpokladu, Ze aspon 1-3 kopie hl'adanej aberacie su
na karticke pritomné. I tato v podstate optimalna citlivost detekcie vSak nemusi viest’
k pozitivnemu vysledku. Pokial’ je velkost' klonu menSia nez 3x10™, nemusi byt na
krvnej Skvrne zastUpeny ani jednou bunkou. Takéato situacia nie je Uplne
nepravdepodobnd — pri prepo¢te na jadrové bunky v krvnom obehu novorodenca
znamena zast(penie 1x10™ relativne vel’ky klon (asi 10°- 10 buniek).

Vysoka citlivost’ detekcie zvyc€ajne zvysuje riziko kontamindcie a kladie tak velké
naroky na Cistotu prace. My sme z tohoto doévodu s Guthrieho karti¢kami pracovali
v oddelenom labolatériu, vo vSetkych reakciach boli zahrnuté negativne kontroly, a pozi-
tfivna kontrola pre PCR bola vysoko nariedena (10#-10°), aby sa minimalizovalo riziko
kontamindcie. V priebehu Studie sme nezaznamenali Ziadnu kontaminaciu negativnych
kontrolnych vzoriek, vsetky Guthrieho karti¢ky od zdravych novorodencov pouzité ako
kontroly boli negativne.

Pouzitel'nost’ zvoleného pristupu potvrdzujt vysledky zo stuboru pacientov s ALL.

Pri aplikacii rovnakej metodiky a pri rovnakej citlivosti PCR sme nasli pozitivne
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Guthrieho karticky u 25% pacientov, a to ako detekciou Ig/TCR prestavieb, tak aj
intrénovej fuzie génu TEL/AML1.

Etioldgia sekundarnej leukémie

Monitorovanie dynamiky a mechanizmov vzniku akdtnych leukémii (AL)
obvykle limituje absencia archivovaného materialu pred diagn6zou AL. Pri sekundarnych
leukémiach vSak méze byt’ dostupnost’ predchadzajtcich vzoriek vyssia.

Analyzovali sme archivovany material odobrany pred diagnézou sekundarnej
ALL na pritomnost pre-leukemickych buniek charakterizovanych fuznym génom
MLL/FOXO3A. MLL/FOXO3A fuzia sa objavila uz 20 mesiacov pred diagn6zou sALL
a 16 mesiacov pred sALL bola uvedena translokacia pritomna vo vacsine buniek kostnej
drene (70-90%). Vysoké percento MLL/FOXO3A pozitivnych buniek bolo okrem
kvantitativnej polymerazovej retazovej reakcie (RQ-PCR) doloZzené aj metodou
interfaznej fluorescenénej hybridizacie in situ I-FISH.

V kostnej dreni bola pozorovana vtomto ¢asovom bode pozorovand zretel'na
supresia B rady (CD19+ bunky < 1%). Morfologické vySetrenie kostnej drene z tohto
obdobia (16 mesiacov pred diagnézou sALL) neodhalilo Ziadne zndmky leukémie. Tieto
zistenia naznauju, Ze prestavba bola nutne pritomna ajvinych nez lymfoidnych
bunkach, ¢o nakoniec potvrdila aj metdda interfaznej fluorescenénej hybridizacie in situ -
I-FISH (~90% interfa&znych buniek drene s MLL prestavbou). Inicidlnym
leukemogénnym zasahom bol teda s najvacSou pravdepodobnostou vznik
MLL/FOXO3A vo vel'mi véasnom hematopoetickom progenitore. Fizny gén sme preto
zistili v réznych krvotvornych liniach.

Dosial’ bolo publikovanych len niekol'ko prac zaoberajucich sa backtrackingom
sekundarnej leukémie v priebehu lie¢by primarneho ochorenia (Megonigal, Cheung et al.
2000; Blanco, Dervieux et al. 2001; Metzler, Strissel et al. 2004; Ng, Ravetto et al. 2004),
hlavné vysledky tychto prac su zhrnuté v kapitole ,,Charakteristika a backtracking se-
kundarnych leukémii spojenych s translokaciami génu MLL"“. Vo vSetkych pracach sa
jednalo o pomaly expandujuce klony s MLL prestavbou.
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V pripade nami popisovanej pacientky MLL/FOXO3A pozitivne bunky neboli
uplne leukemicke, lebo skoro 2 roky nevyvolali ochorenie. Druhym zasahom potrebnym
ku vzniku leukémie mohla byt amplifikacia niektorého z génov, ktoré sa nachadzaji na
konci dlhého ramienka chromozému 19. VysSetrenie SNPs (single nucleotide
polymorphism) ukazalo, Ze medzi preleukemickym a leukemickym Stadiom doslo
k amplifikacii asi 10Mb useku na konci 19q. V tejto ¢asti chromozomu sa nachadza
priblizne 450 génov a preto nie je I'ahké odhalit’, zmena funkcie ktorého z nich viedla k
rozvoju leukémie. Nachadza sa tu hned’ niekolko potencialnych kandidatov, ktorych
deregulacia by mohla prispievat’ k leukemickému fenotypu. Prikladom su geny kodujuce
FLT3 ligand, interleukin 11, kinazu Aurora C, rastovy faktor kmenovych buniek (SCGF)
a proteiny s motivom zinkovych prstov.

Odlisnost medzi pre-leukemickym a leukemickym Stadiom dokazuje aj
pritomnost’ nekompletnej prestavby tazkého retazca imunoglobulinu (DH1/JH). DH1/JH
prestavba (marker leukemického klonu) je detekovatel'na az v diagnostickej vzorke a v
poslednom predchéadzajicom odbere (asi 10 mesiacov pred SALL) je negativna.

V leukemogenéze tejto SALL je inicialnym zasahom translokacia MLL/FOXO3A,
ktora vSak nie je dostatocna na vznik leukémie. Zatial’ boli popisané len dva pripady
leukémie s fdaznym génom MLL/FOXO3A. V oboch sa jednalo o pacientov so
sekundarnou AML po liecbe Hodgkinovho lymfému. V ich lie¢be ako aj v liecbe nami
popisovanej pacientky bol podavany etopozid, o ktorom je zname, Ze vyvolava zlomy v
géne MLL s potencidlnou moznost'ou vzniku translokacii. Typ a vyvoj leukémie u nasej
pacientky (SALL) vSak naznaCuje odliSnia patogenézu ochorenia, ovplyvnenu
pravdepodobne druhym zasahom.

Nélez vysokého percenta MLL/FOXO3A pozitivnych buniek v pomerne dlhom
¢asovom obdobi pred diagnoézou sALL nie je artefaktom. Okrem toho, Ze sme bunky
detekovali roznymi metédami a v réznych odberoch, popisali sme vysoky pocet
preleukemickych buniek s MLL prestavbou (MLL/MAML2) aj u naSho dalSieho
pacienta so sekunarnou leukémiou (rukopis v priprave). Na zklade tychto pozorovani sa
domnievame, ze MLL translokacie udel'uju bunkdm proliferacni vyhodu. Postihnuté

bunky vSak nie su uplne leukemické — na to je potrebny minimalne jeden d’alsi zasah,

41



ktory indukuje zmenu v géne ovplyvnujicom apoptozu alebo diferenciaciu. U naSej

pacientky by mohol byt umiestneny na kratkom ramienku chromozému 19 (vid’ vyssie).
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Zaver

Predkladana praca sa zaobera prenatdlnym pdvodom a etiolégiou detskych
leukémii. VySetrili sme dosial’ najvac¢si popisany stibor detskych pacientov s diagnozou
AML na pritomnost’ ich Specifickych leukemickych markerov v archivovanom novo-
rodeneckom materidle — na Guthricho kartickach. Aj napriek tomu, Zze sme ocakavali
urcité percento pozitivnych nalezov, u vSetkych analyzovanych pacientov s AML bol
vysledok negativny. Rovnakou metodikou sme analyzovali aj pacientov s ALL a nasli
25% pozitivnych Guthrieho karti¢iek. Jedinou aberaciou, ktora bola v novorodeneckom
materidle nekojeneckych AML detekovana inymi skupinami viac nez raz, bol fuzny gén
AMLI1/ETO. Ani u jedného z dvoch UspeSne vySetrenych pacientov s tymto markerom
sme vSak prenatalny povod tejto aberacie nepotvrdili. Ostatné dokumentované pripady
(CBFbeta/MYH11, PML/RARalfa, MLL/AF10) su ojedinelé kazuistiky a naSe udaje teda
naznacuju, Ze prenatalny povod je u detskych AML v porovnani s ALL bud’ mene;j Casty,
alebo je velkost’ prenatilneho (pre-)leukemického Kklonu u myeloidnych leukémii
vyznamne mensSia, ¢o zhorSuje jeho detekciu v archivovanom materiale.

V druhej Casti prace sme skumali dynamiku a mechanizmus vzniku sekundarne;j
ALL po liecbe AML. Primérna diagn6za skimanej pacientky bola AML-M3 s faznym
génom PML/RARalfa a duplikaciou genu FLT3. Po 2,5 roku jej bola diagnostikovana
sekundarna ALL s translokaciou MLL/FOXO3A a nekompletnou prestavbou t'azkého
ret'azca imunoglobulinu (DH1/JH). Bunky s MLL prestavbou sa objavili uz 20 mesiacov
pred sSALL, ich zastupenie bolo necakane vysoké a prestavba bola pritomna v r6znych
hematopoetickych bunkach. VySetrenie SNP array ukazalo, Ze medzi pre-leukemickym a
leukemickym Stadiom ochorenia doSlo k amplifikacii asi 10 Mb Gseku na konci 19¢. Tu
by teda mohol lezat gén zodpovedny =za definitivnu malignu transformaciu

preleukemického klonu.
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Zoznam pouZitych skratiek

AF6
AF9
AF10
ALL
AML
AML1
APL
ARHGEF17
ATRA
ber
CBFbeta
CEBPA
CPH

D

EBV
ENL
ETO
ETVG6
FAB
FKHRL1
FLT3
FOXO3A
GAS7
HDAC
HOX

ALL1 fused gene from chromosome 6

ALL1 fused gene from chromosome 9

ALL1 fused gene from chromosome 10

akutna lymfoblasticka leukémia

akutna myeloidna leukémia

acute myeloid leukemia 1

akutna promyelocytarna leukémia

Rho guanine nucleotide exchange factor (GEF) 12
all-trans retinova kyselin

Breakpoint Cluster Region

subunit b of core binding factor
CCAAT/enhancer-binding protein alpha
Pracovna skupina pre detsku hematologiu Ceskej
republiky (Czech Paediatric Haematology Working
Group)

asparagin

Epstein-Barrovej virus

eleven nineteen leukemia

eigth twenty one

ETS variant gene 6

French American British

forkhead homolog rhabdomyosarcoma like 1
FMS-like tyrosine kinase 3

forkhead box O3A

growth arrest-specific 7

histone deacetylase

homeobox
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HTLV1 Human T-cell Leukemia Virus

I-FISH interfazna fluorescen¢na hybridizacia in situ

Ig imunoglobulin

MDS myelodysplasticky syndrom

MLL mixed lineage leukemia

MLLT3 mixed-lineage leukemia translocated to 3
MLLT4 mixed-lineage leukemia translocated to 4
MLLT10 mixed-lineage leukemia translocated to 10
MRN minimalna rezidualna nemoc

mSin3a mammalian SIN3 yeast homolog A gene
MTG16 myeloid translocation gene on chromosome 16
MTGR1 myeloid translocation gene-related protein 1
MYH myosin heavy chain

N-CoR nuclear receptor co-repressor gene

NuMA nuclear mititic apparatus protein

PDGF Platelet-derived growth factor

PLZF promyelocytic leukemia zinc finger

PML Promyelocytic leukemia

RARalfa Retinoic acid receptor, alpha

RQ-PCR real-time quantitative polymerase chain reaction
RQ-RT-PCR real-time quantitative reverse-transcriptase

polymerase chain reaction

RUNX runt-related transcription factor 1

RXR retinoid X receptor

SCGF stem cell growth factor

STAT5B signal transducer and activator of transcription 5B
T-ALL T-Cell Acute Lymphocytic Leukaemias

TCR T-cell receptor

TEL translocation ets leukemia

Y tyrozin
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